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Abstracts S7
residues, an aromatic, lipophilic amino acid, to target the lipid rich 
areas of atherosclerotic plaque in a highly ef cient manner.
These micelles were applied to apolipoprotein E -/- mice as a model 
of atherosclerosis. The abdominal aortas of the animals were imaged 
using T1-weighted highresolution MRI at 9.4 T before and up to 48 
hours after the administration of the micelles.
PEG-micelles modi ed with 15 % tyrosine residues, yielded a signi cant 
enhancement of the abdominal aortic wall at 6 and 24 hours post-
injection as compared to unmodi ed micelles.
Fluorescence microscopy on histological sections of the abdominal 
aorta showed a correlation between lipid rich areas and the distribution 
of the functionalized contrast agent in plaque.
Using a simple targeting approach, we demonstrated that lipid-rich 
areas in atherosclerotic plaque of ApoE -/- mice can be detected by 
MRI using Gd-DTPA micelles.
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Objectifs — L’Anévrisme de l’Aorte Abdominale (AAA) chez l’homme se 
caractérise par la présence d’un thrombus mural riche en protéases et 
en hémoglobine. Nous avons testé la présence de LVV-Hémorphine 7, 
un décapeptide issu de la protéolyse de la chaîne β de l’hémoglobine 
par la cathepsine D, dans les thrombus d’AAA. Ce peptide diffusant du 
thrombus pourrait être un biomarqueur éventuellement retrouvé dans 
le plasma des patients présentant un AAA.
Méthodes — Nous avons réalisé une incubation des échantillons d’AAA 
séparés en média et adventice pour la paroi et en trois couches pour 
le thrombus (luminale, intermédiaire et abluminale) dans du milieu 
de culture. Des incubats d’aorte saine, préparés selon la même 
méthode (média et adventice), ont été utilisés comme contrôle. Les 
sécrétomes ainsi obtenus ont été analysés en spectrométrie de masse 
après fractionnement sur différentes surfaces chromatographiques 
(technique SELDI-TOF MS : Surface-Enhanced Laser Desorption/
Ionization Time of Flight). Des analyses immunohistologiques ont 
aussi été réalisées sur des coupes d’aortes anévrismales ou saines 
avec un anticorps dirigé spéci quement contre ce peptide.
Résultats — L’analyse de ces milieux conditionnés par SELDI-TOF 
MS nous a permis d’isoler, sur barrette en phase inverse (H4), le 
pic correspondant à LVV-Hemorphine 7. Sa séquence a été véri ée 
en MALDI (TOF)² (IFR02, plateforme protéomique Institut Jacques 
Monot, Paris 7). Il décrit un gradient décroissant de la lumière à 
la couche la plus interne du thrombus. Il est signi cativement 
plus exprimé dans la média des aortes abdominales anévrismales 
en comparaison à des aortes saines. Sur les coupes d’aorte, les 
immunomarquages de LVV-hémorphine 7, de l’hémoglobine, de la 
cathepsine D et des cellules in ammatoires nous a permis con rmer 
les observations faites en spectrométrie de masse et d’observer une 
colocalisation LVV-hémorphine 7- cathepsine D, notamment présente 
dans les macrophages.
Conclusions — Par sa localisation dans le thrombus de l’AAA et sa 
diffusion dans la coque anévrismale, ce peptide re ète la présence 
l’hémoglobine et une protéolyse intense. L’utilisation d’un tel 
marqueur comme indice d’évolution des anévrismes vers la rupture 
reste à déterminer.
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Le Tissue Factor Pathway Inhibitor-2 (TFPI-2) est un inhibiteur de sérine-
protéase de type Kunitz exprimé dans la plaque d’athérosclérose. Le 
TFPI-2 y présenterait un effet athéroprotecteur en neutralisant les 
métalloprotéases matricielles (MMP). Le promoteur du gène du TFPI-2 
présente plusieurs ilôts CpG dont l’hyperméthylation est associée à 
une diminution de son expression. Cette régulation épigénétique de 
l’expression du TFPI-2 a été mise en évidence dans la cancer mais n’a 
pas encore été étudiée dans l’athérosclérose. L’objectif de ce travail 
a été d’étudier la méthylation du gène du TFPI-2 dans l’athérosclérose 
carotidienne avec ses conséquences sur l’expression du transcrit 
TFPI-2. Le statut de méthylation du gène du TFPI-2 a également été 
confronté aux données cliniques des patients et à la morphologie des 
plaques.
La méthylation de 18 motifs CpG du promoteur du  TFPI-2 a été étudiée 
par Methylation Speci c PCR (MSP) et pyroséquençage (PyroMark MD, 
Biotage) dans 59 plaques d’athérosclérose carotidienne et 26 artères 
mammaires contrôle.
Seize plaques (27 %) étaient retrouvées méthylées par MSP (groupe 
MSP+) alors qu’aucune artère mammaire ne l’était. Le pyroséquençage 
a con rmé que les plaques MSP+ présentaient des niveaux de 
méthylation signi cativement plus élevés que les plaques MSP- mais 
aussi que les artères (p = 0,03 et 0,01, respectivement). Le niveau 
de transcrit TFPI-2 était signi cativement plus bas dans les plaques 
méthylées que dans les non méthylées et que dans les artères (p = 0,04 
et < 0,0001, respectivement). Les facteurs de risque cardiovasculaire, 
les accidents ischémiques cérébraux mais également l’activité MMP-9 
des plaques n’étaient pas différents entre les échantillons méthylés 
et non méthylés. Cependant, les plaques méthylées présentaient 
des in ltrats lipidiques et macrophagiques réduits par rapports aux 
plaques non méthylées.
Cette étude démontre pour la première fois que l’expression du 
TFPI-2 peut être régulée par hyperméthylation de son gène dans 
l’athérosclérose. L’hyperméthylation du gène du TFPI-2 est associée 
à une diminution de l’expression de son transcrit mais également à 
des plaques morphologiquement moins sévères. L’impact de la 
méthylation du TFPI-2 sur la régulation des MMP et sur la fragilité 
de la plaque d’athérosclérose reste à déterminer.
